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The Staphylococcus aureus infection remains a problem of today’s time. Adhesion of the cells
of bacteria to fabrics of the owner is an initial critical step in the pathogenic process. On the
literary data, the important role in adhesion of S. aureus is played by surface adherence proteins.
The purpose of our work was to perform the analysis of aminoacides of the surface adherence
proteins received by us from strain Wood-46(2351) and to compare the obtained data with the
literary ones. As a result of the analysis, we note two diﬀerent pairs: methionine-cysteine and
glutamine-asparagine. These amino acids can inﬂuence the adhesion properties of S. aureus
and can be a stimulus for the formation of the immune answer.
Протягом останнiх десятирiч проблема захворювань стафiлококової етiологiї залишається
актуальною у зв’язку з їх широким поширенням. Стафiлококова iнфекцiя i в теперiшнiй
час охоплює 15–45% всього населення України. Значну роль у розповсюдженнi золотистого
стафiлокока вiдiграють характернi для нього компоненти захисту та фактори патогенностi,
через якi дослiдження поширення стафiлококiв в органiзмi ускладнюється [1]. Staphylococcus
aureus продукує поверхневi бiлки, серед яких найбiльшу увагу привертають бiлки-адгезини.
Вiдомо [1, 2], що важливу роль у колонiзацiї, проникненнi та адгезiї вiдiграють поверхневi
бiлковi антигени стафiлокока. Адгезiя — це один з ключових моментiв розповсюдження
клiтин бактерiй у патогенному процесi. На даний час увага дослiдникiв зосереджена на з’я-
суваннi амiнокислотних послiдовностей поверхневих бiлкiв-адгезинiв. На сьогоднi iснують
данi щодо амiнокислотних послiдовностей поверхневих бiлкiв з родини Еар-бiлкiв.
Пiсля узагальнення дослiджень [2–4] встановлено, що бiлки, якi видiлено з рiзних шта-
мiв S. аureus, мають подiбнi, але не iдентичнi характеристики. Так, iз S. aureus штаму
Newman видiлено Еар (extracellular adherence protein — позаклiтинний адгезивний бiлок) [4].
Мар-бiлок (Major histocompatibility complex class II analog protein — аналог бiлкiв II класу
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головного комплексу гiстосумiсностi) видiлено зi штаму FDA-574, а р70 (70 кD protein —
70 кДа-бiлок) — зi штаму Wood-46 [2, 5].
Амiнокислотна послiдовнiсть Еар-бiлка S. aureus Newman (за даними [4]):
/translation = “HVPYAITVNGTSQNILSSLTFNKNQNISYKDLEDRVKSVLKSD
RGISDIDLRLSKQAKYTVYFKNGTKKVIDLKAGIYTADLINTSE
IKAININVDTKKQVEDKKKDKANYQVPYTITVSGTSQNILSNL
TFNKNQNISYKDLEDKVKSVLESNRGITDVDLRLSKQAKYTV
NFKNGTKKVIDLKSGIYTANLINSSDIKSININVDTKKHIENKA
KRNYQVPYSINLNGTSTNILSNLSFSNKPWTNYKNLTSQIKSVL
KHDRGISEQDLKYAKKAYYTVYFKNGGKRILQLNSKNYTANL
VHAKDVKRIEITVKTGTKAKADRYVPYTIAVNGTSTPILSDLK
FTGDPRVGYKDISKKVKSVLKHDRGIGERELKYAKKATYTVH
FKPYTIAVNGTSTNGTKKVININSNISQLNLLYVQDIKKIDIDV
KTGTKAKADSYVPILSKLKISNKQLISHKYLNDKVKSVLKSERG
ISDLDLKFAKQAKYTVYFKNGKKQVVNLKSDIFTPNLFSAKDIK
KIDIDVKQYTKSKKNK”
Амiнокислотна послiдовнiсть Мар-бiлка S. aureus FDA-574 (за даними [2]):
/translation = “MKFKSLITTTLALGVIASTGANLDTNEASAAAKQIDKSSSSLHH
GYSKIQIPYTITVNGTSQNILSSLTFNKNQQISYKDIENKVKSVLY
FNRGISDIDLRLSKQAKYTVHFKNGTKRVVDLKAGIHTADLINT
SDIKAISVNVDTKKQVKDKEAKANVQVPYTITVNGTSQNILSN
LTFKKNQQISYKDLENNVKSVLKSNRGITDVDLRLSKQAKFTV
NFKNGTKKVIDLKAGIYTANLINTGGIKNININVETKKQAKDK
EAKVNNQVPYSINLNGTTTNIQSNLAFSNKPWTNYKNLTTKV
KSVLKSDRGVSERDLKHAKKAYYTVYFKNGGKRVIHLNSNIYT
ANLVHAKDVKRIEVTVKTVSKVKAERYVPYTIAVNGASNPTLS
DLKFTGDSRVSYSDIKKKVKSVLKHDRGIGERELKYAEKATYT
VHFKNGTKKVINLNSNISQLNLLYVKDIKNIDIDVKTGAKAKVY
SYVPYTIAVNGTTTPIASKLKLSNKQLIGYQDLNKKVKSVLKHD
RGINDIELKFAKQAKYTIHFKNGKTQVVDLKSDIFTRNLFSVKD
IKKIDINVKQQSKSNKALNKVTNKATKVKFPVTINGFSNLVSNE
FAFLHPHKITTNDLNAKLRLALRSDQGITKHDIGLSERTVYKVY
FKDGSSKLEDLKAAKQDSKVFKATDIKKVDIEIKF”
Амiнокислотна послiдовнiсть р70-бiлка S. aureus штаму Wood-46 (за даними [5]):
/translation = “AAKPLDKSSSTLHHGHSNTQIPYTITVNGTSQNILSSLTFNKNQ
NISYKDIENKVKSVLYFNRGISDIDLRLSKQAEYTVHFKNGTKR
VIDLKSGTYTADLINTSDIKAISVNVDTKKQPKDKAKANVQVP
YTITVNGTSQNILSNLTFNKNQNISYKDLEDRVKSVLESNRGITD
VDLRLSKQAKYTVNFKNGTKKVIDLKAGIYTANLINSSDIKSIN
INVDTKKHIENKAKRNYQVPYSINLNGTSTNILSNLSFSNKPWT
NYKNLTSQIKSVLKHDRGISEQDLKYAKKAYYTVYFKNGGKRI
LQLNSKNYTANLVHVKDVKRIEITVKTGTKAKADRYVPYTIAV
NGTSTPILSDLKFTGDPRVGYKDITKKVKSVLKHDRGIGEREL
KYAKKATYTVHFKNGKKKVINLNSKISQLNLLYVQDIKKIDIDV
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KTGSKAKADSYVPYTIAVNGTSTPILSKLKISNKQLISYKYLND
KVKSVLKNERGISDLDLKFAKQAKYTVYFKNGKKQVVNLKSDI
FTPNLFSAKDIKKIDIDVKTGSKAKADSYVPYTIAVNGTSTPIL
SKLKISNKQLISYKYLNDKVKSVLKSERGISDLHLKFAKQAKYTV
YFKNGKKQVVNLKSDIFTPNLFSAKDIKKIDIDVKQYTKSKKNK”
Метою нашого дослiдження було здiйснити амiнокислотний аналiз i порiвняти отриманi
результати з даними лiтератури вiдносно видiленого нами зi S. aureus штаму Wood-46(2351)
поверхневого бiлка-адгезину р70.
Матерiали i методи. Комбiнацiєю декiлькох методiв нами отримано та очищено [6] по-
верхневий бiлок-адгезин р70, для якого проведено амiнокислотний аналiз у спiвробiтництвi
з лабораторiєю хроматографiї Iнституту бiохiмiї iм. О.В. Паладiна. Для вивчення амiноки-
слотного складу бiлкiв використовують кислотний, лужний або ферментативний гiдролiз.
Нами застосовано кислотний гiдролiз.
Аналiз поверхневого бiлка-адгезину р70 проводили на автоматичному аналiзаторi амi-
нокислот Т339 ( „Мiкротехна”, Чехiя) [7]. Для цього застосовано метод гiдролiзу соляною
кислотою [8]. Пiсля пiдготування зразкiв їх розмiщували на дно пробiрки з пiрексу по 1 мл
зразка. Додавали 1 мл концентрованої соляної кислоти та 5 мл 6 N соляної кислоти. Про-
бiрку охолоджували в рiдкому азотi. Пiсля замерзання вмiсту пробiрки з неї вiдкачували
повiтря за допомогою вакуумного насоса для запобiгання окислюванню амiнокислот у ре-
зультатi гiдролiзу. Потiм пробiрки запаювали та витримували в термостатi при постiйнiй
температурi 106 ◦С протягом 24 год. Пiсля закiнчення гiдролiзу пробiрки охолоджували
до кiмнатної температури i розпаювали. Вмiст пробiрок переносили в скляний бюкс i про-
водили випарювання соляної кислоти на водянiй банi. Пiсля висушування зразкiв у бюкс
додавали 3–4 мл деiонiзованої води i повторювали процедуру висушування. Пiдготовленi
у такий спосiб зразки розчиняли у 0,3 N лiтiй цитратному буферi (pH 2,2) i наносили на
iонообмiнну колонку аналiзатора амiнокислот.
Для реєстрацiї амiнокислот у елюатах використовували метод детекцiї нiнгiдридом. Нiн-
гiдрин взаємодiє з амiнокислотою по амiногрупi, що дає кольорову реакцiю, яка реєстру-
ється фотоколориметрично при λ = 560 нм [9–11].
Результати дослiдження та їх обговорення. Амiнокислотний аналiз отриманого
нами бiлка р70 зi штаму Wood-46(2351) показав, що у його складi присутнi 17 амiнокислот:
лiзин, гiстидин, аргiнiн, аспарагiнова кислота, треонiн, серин, глютамiнова кислота, пролiн,
глiцин, аланiн, цистин, валiн, метiонiн, iзолейцин, лейцин, тирозин, фенiлаланiн. У пере-
важаючiй кiлькостi мiститься лiзин (127,750 мг) та глютамiнова кислота (123,584 мг), а
в слiдовiй кiлькостi — цистин (0,500 мг) (табл. 1, рис. 1).
Аналiз бiохiмiчних властивостей амiнокислот, що входять до складу бiлка р70, проводи-
ли, використовуючи сучасну рацiональну класифiкацiю амiнокислот, засновану на поляр-
ностi радикалiв (R-груп), за якою розрiзняють п’ять класiв амiнокислот, що мiстять такi
радикали: 1) неполярнi (гiдрофобнi), 2) полярнi (гiдрофiльнi), 3) ароматичнi (бiльшiсть
неполярнi), 4) вiд’ємно зарядженi, 5) позитивно зарядженi [10, 11]. У табл. 2 зведено данi
по амiнокислотах згiдно з даною класифiкацiєю. Пiдсумовуючи проаналiзованi результа-
ти, вiдзначимо, що амiнокислотному складу бiлка р70 притаманна перевага нейтральних
гiдрофобних амiнокислот — 47,06%. Вмiст нейтральних гiдрофiльних амiнокислот стано-
вить 23,53%, а кислих iоногенних амiнокислот — 11,76%. Кiлькiсть позитивно та вiд’ємно
заряджених амiнокислот дорiвнює 17,64 та 11,76% вiдповiдно.
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Рис. 1. Кiлькiсть амiнокислот в очищеному бiлку р70, видiленому з Staphylococcus aureus Wood-46(2351).
1 — лiзин; 2 — гiстидин; 3 — аргiнiн; 4 — аспарагiнова кислота; 5 — треонiн; 6 — серин; 7 — глютамiнова
кислота; 8 — пролiн; 9 — глiцин; 10 — аланiн; 11 — цистин; 12 — валiн; 13 — метiонiн; 14 — iзолейцин;
15 — лейцин; 16 — тирозин; 17 — фенiлаланiн
Оскiльки порiвняльний аналiз послiдовностей та структур спорiднених бiлкiв дозволяє
виявляти набори можливих замiн амiнокислот та оцiнювати вплив мутацiй на структуру
i функцiю бiлка, нами було придiлено увагу амiнокислотному складу спорiдненого бiл-
ка з молекулярною масою 70 кДа, видiленого зi штаму Wood-46 M. Hussain, K. Becker,
C. von Eiﬀ [5]. Порiвняльний аналiз проводили вiдносно видiленого нами бiлка р70 iз штаму
Wood-46 (2351), який було отримано iз Чехословацької колекцiї мiкроорганiзмiв. Амiнокис-
лотний склад порiвнюваних бiлкiв був подiбний на 98%, але не iдентичний. Вiдмiнностi
у складi вiдмiчались по двох амiнокислотах. Бiлку, отриманому нами, притаманнi такi амi-
нокислоти, як цистин (0,05% мкмоль) та метiонiн (3,07% мкмоль). У складi бiлка, отри-
Таблиця 1. Амiнокислотний аналiз очищеного бiлка-адгезину р70, видiленого зi Staphylococcus aureus
Wood-46(2351)
Амiнокислота
Вмiст амiнокислоти
мкмоль мг % за мкмоль % за мг
Лiзин 875,000 127,750 10,92 12,91
Гiстидин 96,154 14,904 1,20 1,51
Аргiнiн 128,378 22,338 1,60 2,26
Аспарагiнова кислота 543,478 72,283 6,78 7,30
Треонiн 206,897 24,621 2,58 2,49
Серин 177,305 18,617 2,21 1,88
Глютамiнова кислота 840,708 123,584 10,49 12,49
Пролiн 250,000 28,750 3,12 2,90
Глiцин 867,347 65,051 10,82 6,57
Аланiн 1177,083 104,760 14,69 10,58
Цистин 4,167 0,500 0,05 0,05
Валiн 621,875 72,759 7,76 7,35
Метiонiн 245,935 36,644 3,07 3,70
Iзолейцин 601,449 78,790 7,50 7,96
Лейцин 740,625 97,022 9,24 9,80
Тирозин 119,650 21,657 1,49 2,19
Фенiлаланiн 341,495 56,347 4,26 5,69
Сума 8014,469 989,730
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Таблиця 2. Класифiкацiя амiнокислот бiлка р70 зi Staphylococcus aureus Wood-46(2351)
Назва
амiнокислоти
Клас амiнокислот
Нейтральнi
гiдрофобнi
Нейтральнi
гiдрофiльнi Кислi Основнi
Позитивно
зарядженi
Вiд’ємно
зарядженi
Лiзин + +
Гiстидин + +
Аргiнiн + +
Аспарагiнова кислота + +
Треонiн +
Серин +
Глютамiнова кислота + +
Пролiн +
Глiцин +
Аланiн +
Цистин +
Валiн +
Метiонiн +
Iзолейцин +
Лейцин +
Тирозин +
Фенiлаланiн +
маного M. Hussain зi спiвавт. [5], цi амiнокислоти вiдсутнi, але присутнi двi iншi амiноки-
слоти — це глютамiн (3,35%) та аспарагiн (7,61%). Тобто амiнокислотний склад бiлкiв, якi
ми порiвнювали, вiдрiзняється за вмiстом нейтральних амiнокислот [10, 11]. Нами також
проаналiзовано властивостi саме цих вiдмiнних амiнокислот. Цистин, метiонiн, аспарагiн та
глютамiн належать до полярних незаряджених амiнокислот [9], але метiонiн та цистин — ще
й до сiрковмiсних амiнокислот. Одна iз основних функцiй цистину — утворювати вторинну
структуру бiлкiв за рахунок утворення дисульфiдних зв’язкiв мiж рiзними частинами по-
лiпептидного ланцюга. Також його характерною особливiстю є здатнiсть до самовiльного
окислення у складi молекули бiлка [9]. Оскiльки цистин може мiстити сiрку, вiн здатний
зв’язувати важкi метали, наприклад мiдь, кадмiй, ртуть. Метiонiн вiдiграє важливу роль
у метилюваннi i бере участь в утвореннi нуклеїнової кислоти. Аспарагiн є сировиною для
утворення аспарагiнової кислоти, що бере участь в роботi iмунної системи та синтезi ДНК
i РНК. Глютамiн дуже важливий для перенесення енергiї, що може бути задiяна в iму-
нореактивностi. У процесах катаболiзму глютамiн є незамiнною амiнокислотою, оскiльки
пiдтримує синтез бiлка та стабiлiзує рiвень рiдини у клiтинах [9–11].
Пiдсумовуючи отриманi результати, вiдзначимо також, що вищезгаданi амiнокислоти
можуть впливати на адгезивнi властивостi S. aureus та брати участь в iндукцiї iмунної
вiдповiдi [9–13].
Таким чином, нами зi S. aureus штаму Wood-46(2351) комбiнацiєю декiлькох методiв ви-
дiлено та очищено поверхневий бiлок з молекулярною масою 70 кДа, для якого встановлено
особливостi якiсного та кiлькiсного амiнокислотного складу вiдносно бiлка адгезину р70.
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Вплив пептидоглiкану Staphylococcus aureus Wood 46
на киснезалежний метаболiзм макрофагiв i нейтрофiлiв
(Представлено академiком НАН України В.Ф. Чехуном)
The eﬀect of peptidoglycan from Staphylococcus aureus Wood 46 on the cytotoxic activity of
macrophages and neutrophils is investigated. It is shown that bacterial peptidoglycan increases
spontaneous and stimulated TPA (respiratory burst) in both populations of phagocytes. More
sensible to murein is neutrophil. The action of peptidoglycan from S. aureus Wood 46 on the
metabolism of these cells is dose-depended with maximal stimulating eﬀect at the addition of 10
mkg/ml of peptidoglycan in combination with TPA.
Цитотоксична дiя, заснована на продукцiї активних форм кисню, властива широкому спект-
ру клiтин органiзму, серед яких особливе значення належить макрофагам i нейтрофiлам.
Незважаючи на те що як макрофаги, так i нейтрофiли є ефекторами природної резистентно-
стi, їх функцiї в iмуннiй системi вiдрiзняються. Макрофаги локалiзованi переважно в тка-
нинах [1–3]. У системi мононуклеарних фагоцитiв макрофаги виконують функцiю санiтарiв
органiзму: розпiзнають, поглинають i знешкоджують або лiзують рiзнi чужорiднi агенти,
а також власнi клiтини зi змiненими поверхневоклiтинними молекулами, наприклад, у ре-
зультатi загибелi їх шляхом апоптозу [4]. Популяцiя гранулоцитiв, до якої входять нейтро-
фiли, є найбiльшою (50–70%) субпопуляцiєю лейкоцитiв кровi. Першочерговою функцiєю
нейтрофiлiв є генерацiя запалення. Саме вони першими локалiзуються в мiсцi мiкробної
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